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新 辅助 化 疗 前 apollon 在 乳腺 癌 组 织 中 的 表达 及 意义 


陈 建 发 , 岳 志 强 , 伟 明 , 莫 A, ARA 
解放 军 第 四 二 二 中 心 医 院 普 外 科 , 广 东 湛江 524009 


摘要 :目的 调查 乳腺 瘤 标 本 中 apollon 免疫 组 化 表达 是 否 能 够 预测 新 辅助 化 疗 (NAC) 后 的 病理 完全 缓解 (PCR)。 方 法 采用 免 
疫 组 化 技术 检测 124 例 乳腺 癌 患 者 活检 组 织 内 的 apollon ,Her-2、ER( 上 肉 激 素 受 体 ) 及 PR( 孕 激素 受 体 ) 表 达 。 通 过 实体 肿瘤 反应 
评价 标准 (RECIST) 评 价 NAC 疗 效 。 分 析 不 同型 乳腺 癌 的 pCR 率 。 分 析 apollon 状 态 与 Her-2 状 态 、ER 状 态 .PR 状态 淋巴结 状 
态 及 肿瘤 大 小 之 间 的 相关 性 。 采 用 人 免疫 组 化 技术 比较 了 NAC 前 后 乳腺 癌 切 片 内 apollon 的 表达 变化 。 结 果 pCR 率 为 18.5% 
(23/124) 并 与 apollon .ER 及 PR 表达 关系 密切 ;apollon 阴性 >apollon 阳性 .ER 阴性 >ER 阳性 及 PR 阴性 >PR 阳性 。Apollon 与 
Her-2 状 态 .ER 状态 .PR 状态 及 淋巴 结 状态 相关 。 男 外 ,化 疗 显 著 下 调 了 肿瘤 细胞 内 apollon 的 表达 。 结 论 Apollon 阴性 表达 可 
能 是 pCR 的 一 个 预测 因子 。 
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Immunoexpression of apollon in breast cancer tissues before neoadjuvant chemotherapy 
and its clinical significance 


CHEN Jianfa, YUE Zhiqiang, FU Ming, MO You, ZHOU Shurong 
Department of General Surgery, 422 Hospital of PLA, Zhanjiang 524009, China 


Abstract: Objective To investigate whether apollon immunoexpression in breast cancer tissues helps to predict pathological 
complete response (pCR) after neoadjuvant chemotherapy (NAC). Methods The expressions of Apollon, Her-2, estrogen 
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) were detected immunohistochemically in biopsy tissues from 124 breast cancer 
patients. The clinical responses to NAC were evaluated in line with the response evaluation criteria in solid tumors (RECIST). 
The pCR rate was analyzed for different types of breast cancer. The correlations between Apollon status with Her-2, ER, PR, 
lymph node status and tumor size were analyzed. Immunohistochemistry was used to compared the changes in Apollon 
expression in the breast cancer tissues before and after NAC. Results The pCR rate was 18.576 (23/124) in these patients. 
Negative expressions of apollon, ER and PR were all associated with a higher pCR rate after NAC. Apollon was significantly 
correlated with Her-2, ER, PR and lymph node involvement. Chemotherapy significantly down-regulated apollon expression 
in the tumor cells. Conclusion A negative apollon expression might be a predictor of pCR in patients with breast cancer. 
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乳腺 瘤 在 中 国 女 性 人 群 中 发 病 率 排 在 首位 ,死亡 率 
则 排 在 第 5 位 "新 辅助 化 六 (NAC) 的 主要 目的 是 减少 原 
发 瘤 大 小 .增加 保 乳 可 能 性 ,评估 治疗 效果 并 据 此 制定 
治疗 策略 。NAC 后 获得 病理 完全 缓解 (pCR ) 的 原 发 性 
乳腺 瘤 预后 更 佳 。 因 此 ,对 患者 进行 NAC 疗 效 预测 并 
鉴定 出 NAC 敏 感 患 者 ,对 于 实现 乳腺 癌 的 个 体 化 治疗 
极 具 现实 意义 ,但 是 探讨 NAC 后 达到 pCR 的 独立 预测 
因素 的 报道 尚 存 争 议 。 


接 捆 绑 并 抑制 caspase 活 性 以 抑制 细胞 凋 亡 的 蛋白 家 
族 25。Apollon 是 一 个 巨大 的 、 相 应 地 在 氨基 端 及 羧基 
端 包含 BR 结构 域 及 泛 素 结 合 酶 结构 域 的 IAP 成 员 , 其 
编码 基因 位 于 染色 体 2p22。Apollon 不 仅 可 抑制 Smac 
所 诱导 的 细胞 洞 亡 ,还 可 捆绑 pro- caspase-9 并 抑制 其 
裂解 , 阻 断 caspase 级 联 反 应 ““。 人 研究 显示 ,apollon 过 
表达 不 仪 是 结肠 癌 干 细胞 的 特征 之 一 ,还 与 儿童 急性 
髓 系 白血病 不 良 预后 有 关 " ,而 沉默 apollon 基因 则 可 


细胞 凋 亡 是 一 个 积极 的 .引起 细胞 程序 化 死亡 的 生 
命 机 制 。 细 胞 凋 亡 失败 可 导致 癌症 发 生发 展 , 抗 凋 亡 蛋 
白 的 上 调 则 有 助 于 肿瘤 生存 。 调 亡 抑 制 和 蛋白 (IAP ) 为 一 
个 拥有 1 至 3 个 杆 状 病毒 IAP 重 复 (BIR) 结 构 域 . 通 过 直 
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活化 p53 及 caspase-3 并 诱导 乳腺 癌 发 生 细胞 凋 亡 ""。 
现 有 的 研究 提示 apollon 与 肿瘤 的 发 生发 展 关系 密切 。 
最 新 研究 显示 , 与 apollon 同 家 族 的 IAP 成 员 
survivin 过 表达 不 仅 与 乳腺 癌 不 良 预后 有 关 呈 ,还 可 作 
为 乳腺 癌 疗 效 的 预测 指标 ,但 关于 apollon 与 乳腺 瘤 
关系 的 体内 研究 尚未 见 发 表 。 在 本 研究 中 ,作者 首次 检 
测 了 乳腺 癌 术 前 活检 总 组 织 内 apollon 的 表达 情况 ,并 
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探讨 了 apollon 对 pCR 的 预测 价值 。 


1 材料 与 方法 
1.1 一 般 资料 

回顾 性 分 析 本 院 2012 年 1 月 ~2014 年 9 月 124 例 可 
切除 原 发 性 浸润 性 导管 癌 女 性 患者 的 病例 资料 。 所 有 
患者 均 接 受 了 TE 方案 NAC ,临床 分 期 为 工 、 亚 期 ,无 远 
处 转移 ,就诊 前 未 接受 过 化 疗 放疗 或 内 分 泌 治 疗 , 年 龄 
32~69 岁 ,平均 年 龄 49.7 岁 ,中 位 年 龄 50.5 岁 。NAC 前 ， 
所 有 患者 经 空心 针 穿 刺 活检 确诊 为 乳腺 癌 。NAC 后 B 
E M RI 评价 临床 疗效 ,手术 后 经 组 织 病 理学 检查 确定 
疗效 。 

1.2 疗效 判定 标准 

按 RECIST 制 订 的 标准 ,测定 乳腺 癌 患 者 化 疗 前 后 
肿块 大 小 变化 。 采 用 体检 和 B 超 测量 肿瘤 最 大 直径 予 
以 判断 :完全 缓解 (CR ) ,部 分 缓解 (PR ) ,稳定 (SD ) ,进展 
(PD),CR+PR 为 临床 有 效 , 以 乳房 肿块 及 腋 淋巴 结 术 后 
病理 检查 无 浸润 癌 成 分 为 pCR。 

1.3 免疫 组 化 

Apollon: 取 上 述 所 选 患者 存档 的 经 福 尔 马 林 固 定 、 
石蜡 包 埋 的 术 前 活检 及 手术 切除 癌 组 织 标 本 ,4 jum JE 
连续 切片 , 脱 蜡 , 淄 于 0.01 mol/L Taie SE PURA , 
波 炉 加 热 至 沸腾 并 保持 该 状态 15 min 修 复 抗原 ;切片 
冷却 后 洗涤 ,采用 abcam 公 司 封闭 缓冲 液 封闭 非特 异性 
的 背景 染色 ; 滴 加 abcam 公 司 兔 抗 人 apollon 多 克隆 抗 
体 (稀释 400 倍 ) ,4 % 过 夜 ;洗涤 , 浸 于 含 0.3% HsO; 的 甲 
醇 中 灭 活 内 源 性 过 氧化 物 酶 ;洗涤 ,加 VECTOR 公司 
ImmPRESS 试剂 抗 兔 二 抗 (稀释 1000 倍 ) ,室温 反应 
15 min; tK ,DAB 显 色 , 苏 木 精 轻 染 , 封 片 。 

Her-2,ER 及 PR: 仅 取 上 述 术 前 活检 癌 组 织 标本 ， 
采用 福州 迈 新 生物 技术 开发 有 限 公司 相 关 试 剂 盒 并 按 
试剂 盒 所 附 操 作 指南 进行 检测 。 

1.4 结果 判定 

Apollon 评 分 系统 和 标准 :apollon 蛋白 定位 于 胞 核 
和 (或 ) 胞 质 。 采 用 双 评 分 半 定 量 分 析 ,根据 阳 性 细 
胞 百分比 及 显 色 程 度 计 分 ,200 倍 镜 下 随机 取 5 个 视野 ， 
计算 阳性 细胞 平均 数 , 阳 性 细胞 平均 数 为 0 计 为 0 分 ,= 
25% 记 为 1 分 ,26%~50% 记 为 2 分 ,51%~75% 记 为 3 
分 ,二 76% 记 为 4 分 ; 显 色 程度 为 无 着 色 记 0 分 , 淡 黄 色 记 
为 1 分 , 棕 黄色 记 为 2 分 , 棕 褐色 记 为 3 分 。2 种 分 数 相 
加 后 综合 判定 ,0~1 分 为 (一 ),2~3 分 为 (+ ),4~7 分 为 
(++)。( -~+) 定 义 为 阴性 染色 ,(+ + ) 定 义 为 阳 
性 染色 。 

Her-2 评 分 系统 和 标准 :阴性 (一 ~+ ) 为 没有 染色 ， 
或 <10% 细 胞 的 细胞 膜 染色 ,或 >10% 细 胞 部 分 细胞 膜 的 
轻 度 染色 ;可 疑 ( + + ) 为 >10% 细 胞 轻 到 中 度 的 全 细胞 


膜 染 色 ; 阳 性 (+ + + ) 为 >10% 细 胞 重度 的 全 细胞 膜 
染色 。 定 义 (+++) 为 Her-2 阳 性 (一 ~+ + ) 为 Her-2 
阴性 。 

ER PR 的 评估 系统 和 标准 :ER PR 阳性 标准 为 = 
1% 的 肿瘤 细胞 核 染色 (+ ) ,阴性 标准 为 肿瘤 细胞 核 染 
色 <1%( 一)。 
1.5 统计 学 方法 

应 用 SPSS 12.0 统 计 软 件 进行 数据 处 理 。 采 用 列 
联 表 分 析 比 较 生 物 标 志 物 表达 水 平 病理 参数 的 不 同 是 
否 导致 pCR 率 的 不 同 ,采用 kendall 等 级 相关 分 析 检 测 
apollon 表达 与 其 他 分 子 标志 物 \ 病 理 参 数 的 相关 性 , 采 
用 配对 样本 :检验 分 析 NAC 前 后 乳 脾 癌 组 织 内 apollon 
表达 变化 。 


2 结果 
2.1 Apollon、Her-2.ER 及 PR 在 乳腺 癌 组 织 内 的 表达 

在 乳腺 癌 组 织 内 ,apollon 表达 阳性 的 细胞 胞 核 和 
(或 ) 胞 质 旺 棕 黄色 ,124 例 乳腺 癌 有 58 例 表达 阳性 , 阳 
性 表达 率 为 46.8%。Her2 ER 及 PR 的 阳性 表达 率 则 分 
别 为 23.4%、61.3% 及 52.4%( 图 1、 表 1)。 
2.2 肿瘤 对 新 辅助 的 化 疗 反应 

对 124 例 患者 评价 疗效 ,总 有 效率 (CR+PR) 为 
79.096 (98/124) , SD 2j 19.496 (24/124) ,PD 为 2 例 , 术 
后 经 病理 评估 pCR 为 18.5%(23/124)。 列 联 表 分 析 发 
现 ,apollon 阴性 .ER 阴性 及 PR 阴性 者 PCR 率 更 高 ,而 
Her2 N 分 期 及 工分 期 与 pPCR 之 间 没 有 显著 性 关系 ( 表 
l)a 
2.3 新 辅助 化 疗 前 apollon 表达 状态 与 Her-2.ER、PR、 淋 
巴结 状态 及 肿瘤 大 小 的 相关 性 

如 表 2 所 示 ,apollon 阳 性 表达 与 Her-2 .ER PR [fH 
性 表达 及 淋巴 结 转 移 显 著 相 关 , 但 与 肿瘤 大 小 无 关 。 
2.4 新 辅助 化 疗 对 apollon 表 达 的 影响 

Apollon 显 色 程度 计 为 0~7 分 。NAC 前 apollon 平 
均 计 分 为 3.40,NAC 后 apollon 平 均 计 分 为 2.59, 二 者 比 
较 具 有 显著 性 差异 (P=0.000)。NAC 显著 降低 了 乳腺 
癌 组 织 内 apollon 的 表达 (图 2)。 


3 讨论 

乳腺 瘤 在 分 子 水 平 上 具有 高 度 异 质 性 ,组织 学 形 
A .临床 分 期 尽管 相同 而 生物 学 特性 也 许 不 尽 一 致 ,从 
而 导致 肿瘤 治疗 反应 及 预后 差异 。 利 用 基因 芯片 技术 ， 
Perou 等 将 乳腺 癌 分 为 临床 预后 各 不 相同 的 不 同 亚 
型 ,包括 Luminal A Luminal B .Basal-like .HER-2 过 表 
达 型 及 正常 乳腺 型 。Carey 等 “采用 免疫 组 化 技术 将 
乳腺 癌 分 为 Luminal 亚 型 Basal-like 亚 型 HER-2 过 表 
达 亚 型 ,发 现 Basal-like 及 HER2 过 表达 亚 型 乳腺 癌 对 
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1 Apollon, Her-2,ER X PR 在 乳腺 癌 中 的 阳性 表达 
Fig.1 Positive expression of apollon, Her-2, ER and PR in breast cancer (Original magnification: x200). 


表 1 NAC 后 获得 pCR 的 预测 因素 之 免疫 组 化 信息 、 淋 巴结 状态 
及 肿瘤 大 小 的 列 联 表 分 析 

Tab.1  Cross-tabulation analysis of the association of the 
immunohistochemical data, lymph node status and tumor size 
with pCR after NAC 


Factors n PCR P 

Apollon status 0.002 
Positive (+ +) 58 4 (6.9%) 
Negative (— ~+) 66 19 (28.896) 

Her-2 status 0.416 
Positive (+ + +) 29 7 (24.1%) 
Negative (~-~ + +) 95 16 (16.8%) 

ER status 0.019 
Positive ( * ) 76 9 (11.8%) 
Negative ( - ) 48 14 (29.296) 

PR status 0.022 
Positive (+) 65 7 (10.896) 
Negative ( — ) 59 16 (27.196) 

Lymph node status 0.197 
NO 34 9 (26.5%) 
N1-3 90 14 (15.6%) 

Tumor size 0.090 
T1 26 8 (30.896) 
T2-3 98 15 (15.396) 


化 疗 敏感 ,但 预后 却 较 差 。 虽然 目前 固有 分 型 可 以 提供 
乳腺 癌 的 不 同 的 疗效 预测 及 预后 信息 ,但 是 利用 该 分 型 


指导 临床 治疗 方案 的 制定 现在 还 存在 一 定 的 局 限 性 。 
鉴于 此 ,近年 来 ,从 不 同 角 度 反 映 乳 腺 癌 特 征 的 分 子 分 
型 也 不 断 提 出 。 

在 本 研究 中 ,apollon 阳性 者 PCR 率 显著 降低 ,提示 
apollon 过 表达 提高 了 肿瘤 细胞 生存 能 力 并 对 细胞 凋 亡 
产生 抗 性 ,从 而 影响 了 新 辅助 化 疗 的 抗 瘤 效果 。 由 于 目 
前 还 未 见 apollon 与 乳腺 癌 关 系 的 体内 研究 发 表 , 于 是 
作者 比较 了 了 survivin, 一 个 与 apollon 同 家 族 的 著名 IAP 
成 员 ,在 乳腺 癌 中 的 表达 情况 。 最 新 一 项 基于 多 西 他 赛 
为 新 辅助 化 疗 药 物 的 回顾 性 人 研究 显示 ,68 例 乳腺 癌 
活检 标本 中 survivin 表达 阳性 者 获得 pCR AXE [IE 
一 项 同样 采用 多 西 他 赛 作为 新 辅助 化 疗 药 物 的 研究 
也 表明 ,乳腺 癌 中 survivin 阳性 表达 者 NAC 有 效率 更 
低 ”。 而 另 一 项 采用 草 环 类 药物 用 于 新 辅助 化 疗 的 98 
例 乳 腺 癌 人 研究 结果 则 显示 ,化疗 前 活检 癌 组 织 
survivin 高 表达 者 具有 更 低 的 pCR IMK, EFE, 
我 们 不 难得 出 这 样 的 结论 :在 乳腺 癌 中 ,包括 apollon 
在 内 的 IAP 家 族 成 员 的 高 表达 可 能 预示 较 差 的 NAC 
反应 。 

在 本 研究 中 ,除了 apollon 外 ,pCR 率 还 与 ER 及 PR 
表达 关系 密切 ,但 与 Her-2 状 态 \ 淋 巴结 状 态 及 肿瘤 大 小 
无 关 。 虽 然 Her-2 状 态 .ER 状态 .PR 状态 ,淋巴 结 状态 
及 肿瘤 大 小 均 为 乳腺 癌 重 要 的 生物 学 或 病理 学 参数 ,但 
它们 与 pCR 获得 率 之 间 关 系 的 研究 结果 尚 不 一 致 。 例 
如 Her-2, 一 个 判 咯 辽 L 腺 痪 预后 的 重要 分 子 标 记 物 ,在 有 的 
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表 2 在 乳腺 癌 中 Apollon 与 Her-2、ER、PR、 淋 巴结 状态 及 肿瘤 大 小 的 相关 性 


Tab.2 Correlations of apollon with Her-2, ER, PR, lymph node status and the tumor size in breast cancer 


Apollon status 


Factors n P 
* +/% 
Her-2 status 
Positive (+ + +) 29 26 89.7% 0.000 
Negative (—~+ +) 95 32 33.796 
ER status 
Positive (+) 76 42 55.396 0.017 
Negative ( — ) 48 16 33.396 
PR status 
Positive (+) 65 39 60.096 0.002 
Negative ( - ) 59 19 32.206 
Lymph node status 
NO 34 10 29.496 0.017 
NI1-3 90 48 53.396 
Tumor size 
T1 26 13 50.0% 0.713 
T2-3 98 45 45.9% 
si 在 本 研究 中 ,与 活检 癌 组 织 相 比 ,NAC 后 的 手术 切 
p Surgery 除 乳腺 癌 组 织 内 apollon 表达 显著 降低 ,该 结果 可 能 与 
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Survivin immunoscores 


i M iaa HR ni 
1 8 15 22 29 3643 50 57 64 71 78 85 9299 106 113 120 
Cases (n=124) 

图 2 化 疗 后 apollon 蛋白 显著 下 降 
Fig.2 Apollon protein decrease was significant after 
chemotherapeutic treatment. 


研究 中 显示 其 过 表达 可 获得 更 高 的 PCR O ,但 在 
另 一 些 研 究 中 则 显示 Her-2 状态 与 PCR 获得 率 之 间 无 
关 赋 5。 造成 这 种 不 一 致 的 原因 可 能 存在 以 下 原因 : 较 
小 的 样本 ,新 辅助 化 疗 方法 的 不 同 .免疫 组 化 的 方法 不 
同 .所 用 抗体 不 同 及 生物 学 分 子 标 志 物 阳性 表达 的 定义 
不 同 。 

在 本 研究 中 ,apollon 过 表达 与 Her2 .ER PR 的 阳 
性 表达 及 淋巴 结 转移 显著 相关 , 则 进一步 提示 了 
apollon 与 乳腺 癌 的 发 生发 展 关 系 密切 。 有 报道 称 ， 
Her-2 可 通过 NF-xkB 及 c-myc 调 控 survivin 的 表达 2 , 鉴 
于 apollon 与 survivin 为 同一 家 族 成 员 ,拥有 结构 及 功能 
上 的 众多 共性 ,因此 存在 Her-2 通 过 类 似 机 制 影响 
apollon 活性 的 可 能 。 


NAC 能 够 诱导 乳腺 癌 细 胞 发 生 凋 亡 有 关 。 发 生 凋 亡 的 
细胞 其 线粒体 膜 通 透 性 提高 ,导致 包括 HtrA2 在 内 的 促 
凋 亡 因子 由 线粒体 释 出 ,而 释 出 的 HtrA2 与 apollon 相互 
作用 并 下 调 彼此 表达 水 平 呈 。 与 本 研究 类 似 , 有 研究 称 
TE 77 2&Jri survivin 3^8] ib. PE ,提示 抑制 IAP 家 族 
RRRA EE TE 77 3$ NAC AKIE EE 
机 制 。 

综 上 所 述 ,apollon 作 为 [AP 家 族 的 重要 成 员 ,在 新 
甫 助 化 疗 前 ,通过 检测 其 在 活检 乳腺 癌 组 织 中 的 表达 ， 
可 能 为 预测 NACT 疗 效 提供 一 个 有 用 选择 。 
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